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た。サンプリングした土壌から Total DNA を
抽出し、密度勾配超遠心分離によって
13C-DNA バンドを回収し、精製した。16S 












ルされた PCE を用いた SIP 法によりマイク
ロコズムを用いて調査を行なった。13C-PCE
添加後、経時的に土壌をサンプリングし、土
壌から total DNA の抽出を行なった。Total 
DNA を密度勾配超遠心分離にかけ 13C-DNA
と 12C-DNA の分離を行なった。超遠心分離
後、UV ランプ下で DNA の存在を確認し、
比重の重い側から分画化した。各画分につい





して用いる Stable Isotope Probing for 
Disimilation (SIP-D)を考案した（図 1）。
SIP-D 法の有効性を実証するため、既知脱ハ












ライマーを用いて 16S rDNA 量を、特異的プ
ライマーにより Dehalococcoides 属の 16S 
rDNA を定量した。13C 画分の微生物叢解析
















を行った。PQS 非生産株に対して PQS を添
加し、その脱窒素活性をガスクロマトグラフ
により定量した。また、PQS の受容体の PqsR






















































ethenogenes 195 を含む分解複合系に SIP-D
を適用し、手法の有効性評価を行った。PCE
添加コンソーシアに 13C-フマル酸を添加した
系において、培養 24h 後に重い DNA の出現
が確認された。この重い DNA は、PCE 添加
コンソーシアに 12C-フマル酸添加系では出現
しなかったことから 13C-DNA であると考え
られた。PCE 非添加系では 13C-DNA の画分
と 13C 標識前の同密度画分について全バクテ
リア 16S rDNA に占める Dehalococcoides 
ethenogenes 195の 16S rDNAを算出した結
果、標識後に Dehalococcoides ethenogenes 
195 の 割 合 が 増 加 し て い た こ と か ら










分画化と 16D rDNA の定量により、PCE 添
加区のフマル酸添加後 24時間に 13C-DNAの
出現が確認された（図 2）。PCE 非添加系で
は 13C-DNA は出現せず、PCE の存在により
スティミュレートされた微生物が 13C-DNA
の出現に関与していると予想された。PCE 添
加区の 13C-DNA 画分を PCR-DGGE により
菌叢解析し、特異的な微生物 DNA の特定に
成功した。シークエンス解析により、
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-PCE, 13C添加0h -PCE, 13C添加24h
 


































































〔雑誌論文〕（計 5 件） 
① Yutaka Yawata, Nobuhiko 
Nomura, Hiroo Uchiyama, Development of 
a novel biofilm continuous culture method 
for simultaneous assessment of 
architecture and gaseous metabolite 
production, Applied and Environmental 
Microbiology, 74 (17), 5429-5435, 2008、査
あり 読
 
②Masanori Toyofuku, Nobuhiko Nomura, 
Eriko Kuno, Yosuke Tashiro, Toshiaki 
Nakajima, Hiroo Uchiyama, Influence of 
the Pseudomonas quinolone signal on 
denitrification in Pseudomonas aeruginosa, 
Journal of Bacteriology, 190, 7947-7956, 
008、査読あり 2
 
③S. R. A. Ayoub, H. Uchiyama, K. Iwasaki, 
T. Doi, K. Inaba, Effects of several 
surfactants and high-molecular weight 
organic compounds on decomposition of 
trichloroethylene with zerovalent iron 
powder, Environmental Technology, 29, 
3-373, 2008、査読あり 36
 


































野村 暢彦(NOMURA NOBUHIKO) 
筑波大学・大学院生命環境科
授
 
